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Aus dem Bakteriologisch-serologischen Untersuchungsamt
Altona (Vorstand: Oberarzt Dr. Zeißler).
Ueber die praktische Verwendbarkeit des Meta-
ohromgebs und metachromgelb-ähnlicher Stoffe für
differentialdiagnostisohe und andere Nährböden.
Von Professor Dr. G. G aß n e r (Braunschweig).
In mehreren Mitteilungen') habe ich auf die besonderen Vorzüge
hingewiesen, welche ein entsprechend gewählter Metachromgeibzusatz
bei der Herstellung von Nährböden bietet, die zum Auffinden von
Typhus-, Paratyphus- und Ruhrkeimen aus Bakteriengemischen,
vor allem Stuhiproben, bestimmt sind. Der Vorteil, den das Meta
chromgelb bietet, besteht in der vollständigen Hemmung aller störenden
Kokken und Sporenbildner, wobei es sich, wie in einer demnächst
im Zbl. f. Bakt. erscheinenden Arbeit gezeigt werden wird, um eine
durch das Metachromgelb bedingte spezifische Unterdrückung der
Gra-pcsitiven Keime handelt, während dieser Farbstoff, auch in ge-
sättigter Lösung, das Wachstum der Gram-negativen Keime, darunter
also auch das der Angehörigen der Typhus-Rubrgruppe, nicht im ent-
ferntesten stört. Kombiniert man das Metachromgelb mit einem
geeigneten blauen Farbstoff, als welchen ich Wasserblau 6 B extra P
empfohlen habe, so. resultiert ein grüner Nährboden, auf dem Typhus,
Paratyphus und Ruhr unter Aufhellung ins Gelbliche, die Säurebildner
Koli aber und andere unter Blauschwarafärbung wachsen. Infolge
dieses doppelten Farbenumsch lags von Grün zu Gelblich bzw. Tief-
blau habe ich dem Nährboden seinerzeit den Namen Dreifarbennähr-
boden gegeben; über die in der seither verflossenen Zeit mit diesem
Nährboden gemachten günstigen Erfahrungen ist unlängst in Ge-
meinsch aft mit Zeiss le r berichtet, in Gemeinschaft mit dem gleichen
Autor auch ein Verfahren zur Regeneration des Agars aus solchem
Dreifarbennährboden ausgearbeitet 2).
') M. m. W. 1917 S. 505; Zbl. f. Bakt. I. Abt. Orig. 80 S. 120
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Das in den Veruc1ien verwendete und zur Nährbodnbereituiig
empfohlene Metachromgeib ist das Metachromgeib II RD der Aktien.
gesellschaft für Anilinfabrikation; in Nr. 15 der M. in. W. des
Jahrgangs 1917 habe ich von Metachromgeib II RP gesprQohen,
weil die noch in Originalpackung befindlichen Flaschen mit diesem
Farbstoffe die letztere Bezeichnung trugen. Nach brieflicher Mit-
teilung der Firma war die Bezeichnung II RP irrtümlich, es muß
II RD heißen.
Neuerdings hatte ich nun Gelegenheit, einige dem Metachrom-
gelb II RD ?themisch nahestehende Stoffe, das Metachromgeib RA
und das Metachromorange R, auf ihre Brauchbarkeit für Typhusniihr-
böden an Stelle des bisher vorgeschlagenen Metachromgelb II RD zu
prüfei, mit dem Ergebnis, daß beide Stoffe in gleicher Weise und in
annähernd glcichei Intensität ebénfalls die Grain-positiven- Keime
total unterdrücken, ohne Wachstum und Agglutinationsvermögen
der herauszuziichtenden Typhus-Ruhrkeime irgendwie zu schädigen.
Für die praktische Herstellung eines brauchbaren Dreifarbennährbodens
kommt jedoch nur das Metachromgeib RA in Frage, weil der Meta-
chromorangeagar aus unbekannten Gründen (Reduktionswirkung?)
in wenigen Tagen abblaßt, sodaß der nit diesem Farbstoff und Wasser-
blau hergestellte, ursprünglich schön grüne Nährboden in wenigen
Tagen eine rein blaue Farbe annimmt; Typhus und Ruhr wachsen
dann einfach aufhellend, Koli und andere Säurebildner unter tiefer
Schwárbläuung. Betont sei, daß die hemmende Wirkung desMeta.
chromorange auf Gram-positive Keime trotz seiner Entfärbung be-
stehen bleibt, -sodaß von diesem Gesichtspunkte aus einer Verwendung
des Farbstoffs nichts im Wege steht; anderseits muß es doch als Nach-
teil empfunden werden, daß der mit Metachroniorange hergestéllte
Nährboden in der Färbung inkonstant ist.
Für Nährböden zu Typhus-Ruhruntersuchungen empfehle ich
daher außer dem früher bereits vorgeschlagenen Metachromgelb II RD
ur das Metachromgelb RA ; die Anwendung des letzteren bleibt die
gleiche wie die des Metachronigelh II RD ; nach der früher gegebenen
Vorschrift füge man also zu 2 Liter schwach laekmusalkalischen Nähr-
bodens 125 cern 2%ige Lösung Metachromgeib II RD oder RA (2 Mi-
nuten aufgekocht) und 175 oem 1 %ige Lösung Wasserblau + 100 g
Milchzucker (10 Minuten aufgekocht); bei sehr dünn gegossenen
Platten empfiehlt es sich übrigens, im Farbstoffzusatz auf 150 corn
Metachromgelbiösung und 200 corn Wasserblaulösung herauf zugehen.
Das Metachrom.gelb RA entsteht, nach freundlicher Mitteilung
der Aktiengesellschaft für Anilinfabrikation, durch Kombinierung
von diazotiertem Metanitroanilin mit Salizylsäure, das Metachrom-
orange R durch Kombination von Paranitroanilin thit Salizylsäure.
Die Farbstoffe sind also als Mcta- bzw. Paranitro-Benzol-Az6-Salizyl-
säure zu bezeichnen.
Durch das besondere Entgegenkommen der Aktiengesellschaft
für Anilinfabrikation konnte ich noch drei weitere, für meine Versuchs-
zwecke besonders angefertigte Azofarben, Nr. 501; 502 und 503, auf
ihre Brauchbarkeit zur elektiven Herauszüchtung Gram-negativer
Keime untersuchen. Farbstoff 501 stellt Paraanisidin mit Salizyl-
säure gekuppelt dar, Nr. 502 Paranitroanilin mit 1 4 Naphtholsulf o-
säure gekuppelt, Nr. 503 Paranitroanilin mit 1': 4 Naphthylamin-
sulfosäure gekuppelt. Ueber die Kulturversuche auf .Nährb öden mit
diesen Farbstoffen wird demnächst im Zbl. f. Bakt. ausführlich berichtet
werden, hier genüge die Feststellung, daß von den untersuchten Stoffen
nur dei Farbstoff Nr. 501 eine elektive Wirkung zwißchen. Gram-
negativen und Grarn-positiven Keimen erkennen läßt und in ähnlicher
Weise wirkt wie die obenerwähnten Metaehromgelbstoff e; die Wir-
kung ist jedoch intensiver, sodaß bereits eine Konzentration von
0,0250/ genügt, urn bei der üblichen schwach lackmusalkalischen Re-
aktion des Nährbodens alle Gram-positiven Keime zu unterdrücken;
f ür die Kombinierung eines Farbstoff 501 -Wasserblau-Dreif arben-
nährbodens würde also an Stelle eines Zusatzes von 125 bis 150 cern
Metacbromgelb ein entsprechender Zusatz von nur 40 oem einer
2%igen Lösung des Farbstoffs 501 ge1iügen; der Wasserblaugelialt
bleibt derselbe.
So haben wii' also mehrere Stoffe, die sich für die Zusammensetzung
eines Dreifarbennährbodens für Typhus-Ruhruntersuchungen in gleicher
Weise eignen, und es dürfte kein Zweifel sein, daß sich noch weiterè,
in ähnlicher Weise brauchbare Stoffe ausfindig machen lasseil werden.
Bei der überaus prägnanten Wirkung der metachromgelbartigen Stoffe
auf Gram-positive Keime erscheint es nun aber auch an der Zeit, der-
artige Stoffe auch mit anderen Nährböden zu kombinieren, bei denen
eine Hemmung Gram-positiver Keime wünschenswert ist.
Das gilt zunächst für Choleranährbödçn, auf denen ja in-
folge ihrer stark alkalischen Reaktion das Wachstum vieler Keime
von vornherein ausgeschlossen ist, bestimmte Gram-positive Keime
jedoch noch recht häufig störend zur Entwicklung kommen können.
Da die Gram-negativen Oliolerakeime durch Metachromgeibzusatz
in keiner Weise lèiden, so gibt dieser auch hier ein sehr einfaches Mittel
in die Hand, störende Gram-positive Keime völlig auszuschließen.
Im Hinblick darauf, daß Choleraelektivnähböden eine relativ starke
alkalische Reaktion aufweisen, die Wirkung des Metachromgelbs aber
mit steigender Alkaleszenz abnimmt, muß der Metachromgelbausatz
entsprechend höher gewählt werden als bei dem obigen Dreifarben.
nährboden ; für den neuerdings vorgeschlagenen und bewährten alkali-
sehen Stärkeagar erscheint ein Zusatz von 100 cern 2 %iger Metachront-
gelblösiíng auf einen Liter Nährboden angebracht und ausreichend.
Für Choleranährböden vom Typ des Dieudonnéschen Blutalkali.
agars, in denen ein wesentlicher Seumzusntz vorhanden ist, er-
scheint im Hinblick auf weiter unten zu besprechende Beobachtungen
über verminderte Metachromgeibwirkung bei Zusatz von Serum zum
Nährboden die Frage der Wirksamkeit des Metachromgelbzusatzes
noch einer besonderen Nachprüfung bedürftig. Dagegen kann in flüssi-
gen, zur Anreicherung bestimmten Nährlösungen einem iJeberwuchern
der Cholerabazillen durch Gram-positive Keime durch einen . Zusatz
von 0,1 bis 0,15 % Metachromgelb mit Sicherheit vorgebeugt werden.
Von ganz besonderem Werte wäre nun weiter die Zusammen-
stellung eines für Gram-negative Kokken (Meningokokken, Gonö-
kokken) elektiv wirksamen Nährbodens. Die bisherigen diesbezüglichen
Versuche, in denen Aszitesagarpiatten + 0,15 % Metachromgelb und
Mensohenbiutagarplatten + 0,15% Metachromgelb zur Anwendung
kamen, führten jedoch nicht zu einem befriedigenden Ergebnis, weil
sich zeigte, daß der 0,15%ige Metachromgeibzusatz, der auf ge.
wöhnlichem Nähragar schwach Iackmusalkalischer Reaktion alle
Grain-positiven Keime unterdrückt, dies trotz gleichbleibender Reaktion
des Nährbodens bei Zusatz von Aszites oder Menschenblut nióht mehr
tut. In noch stärkerem Maße als bei dem ebenerwähnten Aszites-
bzw. Blutzusatz sank die hemmende Wirkung des Metachromgelbs
auf Gram-positive Keime bei einer Kombination von Metachromgelb
und Löfflerserum, wo auch die vielfach stärkere Dosis (0,5 % Mcta-
chromgelh) kein Zurückdrängen Gram-positiver Keime mehr er
kennen ließ, Die Frage, welche Metachromgelbkonzentration auf
serumhaltigen Nährböden geeignet Ist, eine Unterdrückung der Gram-
positiven Keime zu gewährleisten, muß daher vorläufig offenbleiben;
auch fehlt bisher der Nachweis, daß durch die voraussichtlich an-
zuwendenden h o h e n Metachromgeibkonzentrationen eine gleichzeitige
Schädigung der herauszuzüchtenden Gram-negativen Kokken ver-
mieden wird, weshalb sich Vorschläge im Sinne eines fur Gram-negative
Kokken elektiv wirksamen Metachromgelbnährbodens zurzeit nicht
machen lassen.
Für eine bestimmte weitere Nährbodengruppe kann ich dagegen
noch auf Grund eigener günstiger Erfahrungen einen Metacliromgelb-
zusatz dringend empfehlen; es sind das die Nährböden zur Impfstoff-
gewinnung. Hier spielen ja Verunreinigungen durch Gram-positive
Sporenbildner, die sich nur sehr schwer abtöten lassen, zuweilen eine
unangenehme B.ollè ; chi im Bereiche des hiesigen Untersuchungs-
amts beobachteter Fall einer solchen Verunreinigung, bei dem ein
aus Berlin gelieferter Typhusimpfstoff zu Erkrankungen nach der
Impfung geführt hatte, weil er (auch in den ungeöffneten Flaschen
der gleichen Herstellungsbezeichnung) reichlich einen Gram -posi Liven
Sporenbildner enthielt, gab die unmittelbre Veranlassung ab, der
Frage einer Verbesserung der Nährböden zur Impfstoffgewinnung
durch Ausschluß Gram-positiver Keime mittels Metachromgelbzusatzes
experimentell näherzutreten. Daher wurden für den Bedarf des hiesigen
Krankenhauses angefertigte Impfstoffe von Gram-negativen Keimen
mehrfach auf Metachroni.gelbagar gewonnen und jegliches Wachstum
Gram-positiver Keime so von vornherein unterbunden. Von dem dem
Nährboden beigegebenen Metachromgelb diffundiert natürlich ein be-
stimmter Prozentsatz in die zur Herstellung der Abschwemmung
benutzte Kochsalziösung hinein und verfärbt diese gelblich. Uebel-
stände bei der Impfung haben sich jedoch durch diese geringe Mcta.
chromgelbbeimengung nicht herausgestellt. Bei eirem Metachromgelb-
zusatz von 0,15% zum Nährboden beträgt die in eior Kult urschale
von etwa 20 cm Durchmesser enthaltene Metachromgelbmenge höchstens
0,1 g; nehmen wir an, was natürlich längst nicht der Fall Ist, daß
die Hälfte davon in die NaOl-Lösung hineindiffundiert, so hätten wir
eine Menge von 0,05 g in der von einer Kulturschaie gewonnenen Ab-
schwemmung. Bedenken wir weiter, daß die Abschwemmung dann
noch entsprechend verdünnt wird und daß zur Impfung höchstens
wenige Kubikzentimeter verwendet werden, so kommen wir auf äußerst
geringe Beträge, bei denen eine Schädigung von vornherein aus-
geschlossen erscheint. Vorsiohtigerweise bat içh Herrn Geh.-Rat
Prof. Dr. K ober t (Rostock) noch um eine experimentelle Prüfung
der Giftigkeit des Metachromgelbs im Tierversuche. Herr Geh-Rat
Ko b e r t war so freundlich, die erbetene Prüfung auszúführen, To.
für ich ihm auch an dieser Stelle verbindlichst danken möchte, und
schreibt mir über das Ergebnis Folgendes: Die meisten solcher Farb-
stoffe zerstören das hämoglobin. De 0,3%ige Lösung des Mcta.
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Hämoglobinlösungen aus Hammelblutkörperchen indiffrent; das
Spektrum des Oxyhämoglohins bzw. des reduzierten Hämogiobins
bleibt uhverändsrt. Frösche von 25 g Körpergewicht, und zwar so-
wohl Eskuienten als Temporarien, ertragen Dosen von 20 ig ohne
Schadens was pro kg Körpergewicht ja 0,8 g ausmacht. Das Gleiche
gilt f dr Kröten (Bufo cirereus). Ein Meerschweinchen on 250 g
etrug sibkutan 0,1 g, also pro kg Körpergewicht 0,4 g, ohne Schaden.
Der Ham blieb eiweißfrei und ungefärbt. Eine Katze von 2500 g
rhjelt erst 0,2 g, dann 0,4 g des Mittels unter die Haut, ohne auf-
zuhören zu fressen. Bei 0,4 g (d. h. bei 0,16 g pro kg) bekam sie leichte
Gelbfärbung des Hamnes, und dieser enthielt Spuren von Eiweiß. Sie
können also sehr wohl behaupten, daß dieses Mittel in den für Sie
in Betracht kommenden Dosen als ungiftig zu bezeichner ist."
Unter diesen Umständen dürfen wir einen Zusatz von Meta-
chromgeíb zu Nährböden für Impfstof.fgewinnung pathogener Gram-
negativer Keime (Typhus, Ruhr, Cholera u. a.) als unbedenklich und ge-
stattet ansprechen. Ein Zusatz von 0,15% (75 oem einer 2%igen
Metachromgelblösur.g auf 1 Liter Nährhoder) ist bei der üblichen
sehwach lackmusalkalischen Reaktion ,des Nährbodens ausreichend,
uni die Unterdrückung aller Gram-positiven Keime, vor allem der bei
der Impfstoff bereitung besonders lästigen Sporenbildner, mit Sicher-
heit zu gewährleisten, und erleichtert so außerordentlich die Her-
stellung eines einwandfreier Impfstoffs.
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